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Beschreibung 

Das Proteohormon Insulin wird in den ^-Zellen dcr Langcrhansschcn Inscln gcbildei. Zu seiner wichligstcn physiolo- 
gischen Wirkung gehort die Senkung des Blulzuckerspiegcls. Insulinmangel fuhri zu deni komplcxcn Krankhcilsbild des 
s Diabetes niclliius (Typ I), das dureh einen abweichenden Glukosesloflwcchsel charaklerisiert isl. Zur Behandlung von 
Diabeies niellilus werden Insulin und Insulinanaloga in pharmazcutischen Zuberciiungen cingcscizi. Bei dcr gcbrauch- 
lichsten Therapie form, dcr Subsliiutionstherapic, wird Insulin subculan vcrabrcichi. Ms haufigste Ncbcn wirkung I rill da- 
bei die Hypoglykaniie (Unterzuckerung) auf. 
Trotz der slcligcn lintwickiung pharniazeutischer Insulinzubcrcilungcn fur die Diabetesthcrapie wird standig naeh 

id neuen Insulinanaloga gcsuchi, die vielverspreehcnd im Hinblick auf ihre Wirksaiukeii in Kombination mil der Reduzic- 
rung von Nebenwirkungcn sind. So synihctisicncn Forscherder Fa. Fli Lilly beispielsweise durch Verlauschcn der Anii- 
nosaurcn Prolin B2 * und Lysin B29 das schnellwirkcndc "Insulin lispro" (HPO 383 472 Bl). Novo Nordisk eniwiekehc da- 
gegen durch Fellsaure-Acylierung an dcre-Aiuinogmppe des I,ysins B2y cin langwirkendes Insulinderival (J. Markussen, 
S. Havclund, R Kurtzhals, A. A. Andersen, J. Halstrsm, E. Hasselagcr, U. D. Larsen, U. Ribel, L. Schaffcr, K. Vad, I. Jo- 

15 nasscn, Diabclologia 1996, 39, S. 281-288). Zwar liiBl sich der zcitliche Verlaufder Insulinwirkung durch dcranige Ab- 
wandlungcn der naiiven Siruktur des humanen Insulins beeinflussen, weseniliche Problenie sind jedoch noch nicht gc- 
lost: Es gibl noch kein iherapeutisch anwendbares Insulinanalogon, welches durch auch nur partiellc Gcwebsspcziritat, 
insbesondere cine Hepaioselekiiviiat, eine gezicherc, den physiologischen Bcdingungcn entsprechendc Therapie erlaubi. 
Ebensowcnig isl ein Analogon bekannt, das infolge groBercr Wirksiarke in geringercn Mengen als Human insulin odcr 

2() lierisches Insulin naliver Siruktur eingesetzt werden konnte. 

Bei samilichen Insulincn. die zur Behandlung von Diabeies eingesetzl werden. handelt es sich inimer urn nionomere 
Insulinmolekiile mil einer Molmasse um 6000. Alle monomeren Insulinanaloga und -derivale haben sich als particlle 
oder voile Agonislen des Insulins erwiesen (S. Gamnieltoft, Physiol Rev. 1984. 64, S. 1321) und zcigen cine engc Kor- 
relation zwischen Rezeptorbindung und Auslosung des biologischcn Signals. Nur in wenigen Fallen, wic beispielsweise 

25 bei kovalcni vcrbruckien Insulindimeren, wurde eine Diskrepanz zwischen Rezeptorbindung und biologischer Akii vital 
beobachlet (A. Sdiuuler. D. Brandenburg, Hoppe Seylers Z. Physiul. Chem. 1982, 363, S. 317-330, M. Weiland, C. 
Brandenburg, I). Brandenburg, H. G. Joost, Proc. Natl. Acad. Sci'lJSA 1990. 87, S. 1154-1158). Wciicrhin haben sich 
die Insulindimere zur DilTcrcnzierung von Insulinrezeptoren in verschiedenen Geweben bewahrt (M. Bremer, M. Wei- 
land. W. Becker. D. Muller-Wicland, R. Streicher, M. Fabry, H. G. Joost. Molecular Pharmacology 1993, 44. S. 

30 271-276). Daniil sind sic von grundsatzlicher Bedeulung fiir die Diagnostik in pathologischen Fallen. 

Bei alien bisher beschriebenen Dimeren handelt es sich um die kovalcnle Verbruckung zweier Insuline in ihrer naiiven 
Lange. Insulindimere sind prinzipiell fur die Therapie von besonderem Iniercsse. da sie im Tiercxperiment eine relative 
Hepaloselckiiviiiit zcigen (demonsiriert fur BKBI'-Suberoyl-Insulindimer mit naliver Insulinstruktur, F. Shojaec-Mora- 
die, N. C. Jackson, M. Boroujerdi, D. Brandenburg, P. H. Sonksen, R. H. Jones, Diabclologia 1995, 38, S. 1007-1013) 

35 und damit cine physiologischere Senkung des Blulzuckerspiegcls crlauben als alle zur Zeit in der Diabeteslherapie cin- 
geseizten Insuline. Das dort eingcsetzle Bl.Br-Suberoyl-Insulindimer hai jedoch cine wescntlich geringere Bioakii vital 
in vilro als Rezeptorbindung (28.8% gegenuber 157-199%. M. A. Talncli. R. II. Jones. K. P. Willcy. A. Schuitlcr. D. 
Brandenburg, Biochcm. J. 1983, 216, S. 687-694). Das Verhaltnis Bioakiivitat zu Rezeptorbindung isl also mil 
0,15-0,18 schr nicdrig. Uber eine Anwendung bzw. Wcitcrentwicklung dicscr Bcfunde in Richtung Diabeteslherapie isl 

40 uns nichts bekanni. 

Wir haben jclzt neuartigc Insulindimere konzipierl und synthetisiert, die aufgrund ihrer Eigenschaficn vielverspre- 
ehcnd im Hinblick auf eine Losung dcr oben genannten Problenie und cine vcrbcsscrlc Diabctestherapie sind. Dabei isl 
gegenuber dcr bisherigen Therapie mit monomeren Insulincn das einziganigc an unscrem Ansatz, daB kovalcni ver- 
briickte Insulindimere als Gmndstniklur dienen, bei denen die C-Terminidcr B-Kctlen verkiirzt und in Position B26 nio- 
45 difizicrl sind. Dicsc neuen Insulindimere besitzen eine Verbruckung an den N-lcrminalen Aminogruppcn der B-Keite, 
die aus einer linearcn oder einer verzweigten bifunktioncllcn Carbonsaure bestchl. Die Dimcrc lassen sich mil der allge- 
meincn Fonnel I beschrciben: 
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60 von welcher 

X = OAlkyl, O- Arvl, NRR\ Aminosaure oder deren Derival, Alkyl- oder Arvlrcst 
R, R* = H, NH,, Alkyl- odcr Arylrest 
n = 0,1,2,... 

Die Dimere werden in bekannter Weise durch Verbriicken von zwei gegebenenfalls partiell geschiitzten monomeren 
65 Molekiilen mil der vorakiiviencn Dicarbonsaure hergestcllt (A. Schiilller, D. Brandenburg, Hoppe Seyler's Z. Physiol. 
Chem. 1982, 363. S. 317-330). Die monomeren Analoga lassen sich mittelsenzymkatalysicricrScmisynlhese gewinnen 
(siehe Erfindungsbeispiele). 

Verglichen mit Ilumaninsulin und monomeren Insulinanaloga zeichnen sich die erfindungsgcmaBen Dimeren durch 
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hcsundcrs hohc Affinitat zu Insulinrezeptoren und Superpotenz in vilro aus, letztere bis zum zwanzigfachen der Insulin* 
wirkunj*. 

1 1 ii ( ic consul/, zu den hishcr bekannten kovalenten Insulindimeren weisen die neuartigen Dimere schr hohe Bioaktivi- 
liiicn .ml Djs Vcrhulinis von Bioakti vital zu Rezeptorbindung ist mindestens 2, teilweise sogar 4 bis 5. Sie sind daniit 
hinloyivch uesvniltch click liver. Vergleichl man diese Quoiienien mil denen des in der Literatur beschriebenen B1,BP- 5 
.Suhcr»»\l-I)iiiicrcn. cryibi sich mindestens ein Faktor von 11 (0,18 : 2), und maximal von 28. 

Die m:i den crlinduni:siiciiiaBcn Insulindimeren erziehen Vbrteile beslehen vor allem darin, daB 

1. ec$:ciuihcT ItiMilin und alien zurZeit therapeutisch eingesetzten Analoga mit einer relativen Hcpatoselektivitat 
und %t.i*iiii cuter phxsiologischeren Wirkungsweise (primarer Wirkon Leber und nichi Peripherie) zu rechnen ist, lo 

2. jjcireruibcr bi\her bekannten Insulindimeren erstmalig eine wesentlich verbesserte biologische Effekti vital vor- 
h.tiidcn im. 

i .:ic ui Veiyleich zu Insulin und monomeren Analoga wesentlich erhohte biologische Aklivitat sich bei der An- 
ueiKlunv M.*hr vorteilhafl crweisen kann, da ein aquivalenter Effekt mit deutlich geringeren Mengen an Wirkstoff zu 
crrcichcn uarc. 15 
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Erfindungsbeispiel 1 

50 

nx niiK *v x,«n li Llir-Sub-[Sar B26 ]-Des-(B27-B30)-insulin-B26-amid Insulindimer 

Svnthesc des Tetrapeptids Gly-Phe-Phe-Sar-NH2 

Die PcpltdsNntlw crMpic an cinctu 4-(2 , ,4 , -Dimethoxyphenyl-Fmoc-aminomelhyl)-phenoxy Harz unter Vferwen- 55 
dung der I nuv-SJmt/cfuj^vn'.akitk. Die zur Kupplung verwendeten h'moc-Aminosaureester wurden nach der TBTU/ 
HOBt-Meihodc pchiMci und nit 3-molarcn UberschuB, bezogen auf die nominale Harzbeladung, eingesetzt. Die Peptid- 
synthese crtblj!ic n.*h MfcnJcm Synlheseproiokoil: 

60 
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Nr. 



Operation 



Reagenzien / 
Losungsmitt 1 



Zeitdauer Wiederholungen 



1 

2 

3 
4 
5 
6 



8 
9 

10 
11 

12 



13 
14 



Anschwellen des 
Harzes 

Abspaltung der 
Fmoc-Gruppe 
Waschen . 
Waschen 
Kaiser Test* 
Anschwellen des 
Harzes 

Kupplung der AS 



Waschen 
Waschen 
Kaiser Test** 
Anschwellen des 
Harzes 

Blockierung nicht 

umgesetzter 

Amino-Endgruppen 

Waschen 

Waschen 



DMF 1 min. 

20% Piperidin 6 min. 
in DMF ' 

DMF 0,5 min. 

2-Propanol 0,5 min. 

DMF 1 min. 

3 Aq. Fmoc-AS, 45 min. 

jeweils 3 Aq. TBTU, 

HOBt und 4,5 Aq. 

NMM in 5 ml DMF 

DMF 0,5 min. 

2-Propanol 0,5 min. 

DMF 1 min. 

400 Ml AC2O und 

200plDIPEAin 10 min. 
5 ml DMF 

DMF 0,5 min. 

2-Propanol 0,5 min. 



einmal 

dreimal 

dreimal 
zweimal 

einmal 

einmal 

dreimal 
zweimal 

einmal 

einmal 



*) fahre fort, wenn der Test positiv ist 
45 **) fahre fort, wenn der Test negativ ist Ist das Testergebnis allerdings positiv, 
wiederhole dann die Schritte 6-9. 

Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgte acidolytisch durch Zugabe 10 ml der Abspaltungsldsung aus 95% TFA, 
4% H 2 0 und 1% Triethylsilan als Kalionenfanger. Nach 2 h Ruhren bei Raumtemperatur wurde das Harz abfiitriert und 
50 griindlich mit Dichlormelhan gewaschen. Das Filtrat wurde bis zur Trockene eingeengt. 

Die weitere Reinigung des Peptids erfolgte mittels RP-MPLC Saulenchromatographie mit einem lineraen 2-Propanol 
Gradienten (0-40% 2-Propanol in jeweils 400 ml 0,07% TFA Start- und Zulaufpuffer). Als slationare Phase diente Nu- 
cleosil 20-C l8 . Die FluBrate bctrug 1 80-200 ml/h (82,6% Ausbeute). 

55 Semisynlhese von [Sar B26 ]-Des-(B27-B30)-insulin-B26-amid 

Das Insulin mit verkUrzicm C-Terminus der B-Kette wurde durch enzymatische Kupplung des Tetiapeptids an N** 1 - 
Msc-Des-(B23-B30)-insulin synthetisiert. Dazu muBte zunachst natives Insulin enzymatisch zu DOI abgebaut werden, 
welches anschlieBend parliell mit einer Schutzgruppe versehen wurde. 

60 

Synthese von Des-(B23-B30)-insulin 

300 mg (51,66 umol) Insulin werden in 60 ml Reaktionspuffer (0,05 M Tris, 1 mmol CaG2) aufgenommen. Nach Ein- 
stellen des pH Werts auf 9,5 mil festem Tris wird der proteolytische Abbau durch Zugabe von 16 mg TPCK-behandeltem 
65 Trypsin gestartet. Es werden ca. 6 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert, wobei die Reaktion mittels RP-HPLC konu-ollien 
wird. Die Reaktion wird durch Zugabe von 4 ml Eisessig gestoppt und der Reaktionsansatz am Rotationsverdampfer ein- 
geengt. Die Aufarbeitung erfolgt zunachst uber eine Sephadex G-25f- und anschlieBend iiber eine Sephadex G-50f-Gel- 
filtration. Das Produkl wird lyophilisiert (73,3% Ausbeute). MW: 4865 
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Synthese von N aA, -(Msc)-Des-(B23-B 30)- insulin 

300 mg (61,66 umol) Des-(B23-B30)-insulin werden unter Zusatz von 225 ul TEA in 22,5 ml DMSO gelost. Unler 
leichtem Riihren wird eine Losung von 18 mg (67,86 umol) Msc-ONSu in 5 ml DMSO hinzugegeben. Nach einer Reak- 
tionszeit von 20 min. wind die Reaktion durch Zugabe von 750 \i\ Eisessig gestoppt und die Reaklionslosung 16 h bei 
4°C gegcn cmniineralisertes Wasser dialysiert. Das Retentat wind gefriergetrocknet. Zur weiteren Reinigung werden eine 
Ionenaustausch-Chromaiographie an SP-Scpharose (pH 3; 350 ml Startpuffer, 350 ml 0,09 M NaCI-Zulaufpuffer) und 
Entsalzung iiber Sephadex G-25f durchgefuhrL Das Produkt wird lyophilisiert (30,8% Ausbeute). MW: 5015,16 

Typiische Kupplung von Gly-Phe-Phe-Sar-NH 2 an N aAl -(Msc)-Des-(B23-B30)-insulin 

1 32,75 mg (300 umol) Gly-Phe-Phe-Sar-NH 2 und 150,45 mg (30 umol) N aAl -Msc-Des-(B23-B30Hnsulin werden in 
2 nil DM1 ; (iiber Alox geruhrt), 2 ml 1 ,4-Butandiol und 400 pi 0,05 M Ca(CH 3 COO)2-TjOsung gelosi bzw. suspendiert. 
Mil NMM wird der apparente pH auf 6,7-7,0 eingeslelll. AnschlieBend werden 23 mg TPCK-behandeltes Trypsin, ge- 
losi in 100 ul 0,05 M Ca(CH3COO)2-L6sung, dem Reaktionsgemisch zugeftigt. Wahrend der Reaktionszeit wird der 
Vcrlauf der Reakiion mittels RP-HPLC verfolgt und der pH-Werl uberpriift und gegebenfalls mit NMM nachgestellt. In 
4,5 h latft sich ein Unisatz von knapp 90% erzielen. Die Reaktion wird durch Zugabe vom 4,5 ml 30%iger Essigsaure ge- 
sioppi. Das Knzym, das Pepiid und wcitere niedermolekulare Subsianzen werden miltels einer Sephadex G-50f Gelchro- 
malographic abgcirennt. Nicht umgesetztes Peptid wird anschlieBend iiber RP-MPLC gereinigt und wieder zuruckge- 
wonncn. Die weiiere Reinigung des Insulinderivats erfolgt iiber praparative RP-HPLC iiber eine Nucleosil lOO-lOCs 
(2.0 cm Durchmesser, 25.0 cm Lange mit einer Vorsaule von 5,0 cm (48,6% Ausbeute). MW: 5290,2 

Synthese von BKBl , -Sur>[Sar B26 ]-Des-(B27-B30)-insulin-B26-amid Insulindimer 

100 mg (18.9 umol) N aAl -Msc-[Sar B26 ]-des-(B27-B30)-Insulin-B26-amid werden unter Zusatz von 5,5 Aquivalenten 
HOBl in 400 pi DMSO. 8,7 pi DMF und 9,5 pi NMM gelosi. Nach 30 min. wird mil 0,6 Aquivalenlen Korksaure-bis- 
ONSu-csicr in fcsicr Form vcrsctzt und 8-30 h gcriihrt. Der gesamtc Rcaktionsansatz wird unter Zugabe von 300 pi Eis- 
essig in 1,5 ml 10%ige Essigsaure aufgenommen und iiber Sephadex G-50f chromatographiert. Die Dimerfraktion wird 
lyophilisiert. Zur Abspaltung der Msc-Gruppen werden 100 mg Msc-geschutztes Protein in 5 ml eines Dioxan/Wasser- 
Gemischcs (2/1, v/v) gelost und auf 0°C gekuhlt. Es wird mit 514 pi 2 N NaOH versetzt und 120 s bei 0°C geruhrt. Die 
Reaktion wird durch Zugabe von 2,2 ml Eisessig gestoppt. Der Rcaktionsansatz wird iiber Sephadex G-25f gelchroma- 
tographiert und lyophilisiert (11,9% Ausbeute). 

Die Charakterisierung der Zwischenprodukte und des Endprodukts erfolgte mittels RP-HPLC, saurer CZE sowie 
MALDI-TOF Massenspektronietrie (Tabelle 1). 

Tab. 1 

Ausbcutcn, Reinhciten nach RP-IIPLC sowie CZE und Massen bei der Synthese von Bl,Br-Sub-[Sar B26 ]-Des-(B27- 

B30)-Insulin-B26-amid Insulindimer 



Derivat 


Ausbeute 


Reinheit [%] nach 


MW [g/mol] 




[%1 


RP-HPLC CZE 


kalk. 


gem. 


Gly-Phe-Phe-Sar-NH 2 


82,6 


98.5 


>99 


442,5 


463,2* 


A1 -Msc-DOI-Gly-Phe-Phe- 
Sar-NH 2 


48,6 


95,6 


>99 


5441,2 


5439 


B1,B1'-Sub-DOI-Gly-Phe- 
Phe-Sar-NH 2 -Dimer 


14,4 


90 


>99 


10.720 


10.710 



Addukt mit Natrium (M = 23) 
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Erfindungsbeispiel 2 

60 

Synthese von Bl,Br-Sub-fD-Ala B26 l-Des-(B27-B30)-Insulin-B26-amid Insulindimer 

Die Synthese dieses verkiirzte Insulindimer erfolgte analog zur der bei Erfindungsbeispiel 1 beschriebenen Synthese 
mit der Ausnahme, dab* das synthetische Tetrapepud Gly-Phe-Phe-D-Ala-NH? verwendet wurde. In Tabelle 2 sind die 
entsprechenden Ausbeuten, Reinheiten und Massen wiedergegeben. 65 
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Tab. 2 

Au>lK-iiicn. Kcinhcilcn nach RP-HPLC sowie CZE und Masscn bei der Synthese von Bl31'-Sub-[D-Ala B26 ]-Des-(B27- 

B30)-Insulin-B26-amid Insulindimer 



Derivat 


Ausbeute 
[%] 


Reinheit [%] nach 
RP-HPLC CZE 


MW [g/m 1] 
kalk. gem. 


Gly-Phe-Phe-D-Ala-NH 2 


61,6 


99,1 


>99 


442,5 


463,2* 


A1-Msc-DOI-Gly-Phe- 


53.9 


95,1 


>99 


5441,2 


5439.4 


Phe-D-Ala-NH 2 












B1,B1-Sub-DOI-Gly-Phe- 


11.9 


88,1 


>99 


10.720 


10.713 


Phe-D-Ala-NH 2 -Dimer 
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* Addukt mit Natrium 

Erfindungsbeispiel 3 

Ny thCM: von HI.Br-Sub-[Glu B26 ]-Des-(B27-B30)-Insulin-B26-amid Insulindimer 

1>ic S\ni»Kx du \crkur/ic Insulindimer crfolgtc analog zur der bei Erfindungsbeispiel 1 bcschricbcncn Synthese 
mil der Aumi.iI tiK. .M*. A* s> mhciische Tetrapeptid Gly-Phe-Phe-Glu-NH, verwendet wurde. Tabelle 3 zeigt die ent- 
spreehenden .-\ii%K-otcn. Kcinhcilcn und Massen. 

Tab. 3 

Aushcuien. Kcinlviicn njch K1MIPLC sowie CZE und Massen bei der Synthese von BUBl-Sub-[Glu B26 ]-Des-(B27- 

B30)-Insulin-B26-amid Insulindimer 



Derivat 


Ausbeute 


Reinheit [%] nach 


MW [g/moll 


[%] 


RP-HPLC CZE 


kalk. 


gem. 


Gly-Phe-Phe-Glu-NH 2 


74.9 


94.5 


>99 


499.2 


498.3 


A1-Msc- DOI-Gly-Phe- 


38.6 


95.7 


>99 


5498.2 


5497,6 


Phe-Glu-NH 2 












B1,B1'-Sub-DOI-Gly-Phe- 


15.8 


>99 


. >99 


10.826 


10.833 


Phe-Glu-NH 2 -Oimer 













Erfindungsbeispiel 4 
liioli^ischc Eigenschaflen zu den Erfindungsbeispielen 1-3 

Die biologittiicn hiccnsvtulicn der in den Erfindungsbeispielen 1-3 beschriebenen Dimere B131'-Sub-lSar, D-Ala 
odcr Glu H> |-lX'NH MM »-InMjiin-B26-amid Dimer wurden einerseits, anhand der Rezeptorbindung andererseits an- 
handdcr Uioukiiuut in tiio'cmiiucli. 

Die Beslinmiuiy »kr Kc/cpiorbindung erfolgte mittels Verdrangungsstudien an IM-9 Lymphozyten. Die relative bio- 
logischc Akiivii.il .m Ltilii vierten 3T3-U Adipozyten in Fonn des Glukoselransporlsbeslimml. Tn Tabelle4 sind 

die Bindungsallimuun *«tic die relativen biologischen Aktivitaten der synthetisierten Insulindimere wiedergegeben. 



65 
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Tab. 4 



Relative Rc/.cpiorbindung (bcsiinunt an IM-9 Lymphozyten) sowie relative biologische Aktivitaten (bestimmt an kulti- 
vicncn 3T3-L1 Adipozytcn) samtlicher Insulindimere ini Vergleich zu nativem Insulin 



Dimer 


R 1. Rez pt r- 


R 1. biol. Aktivitat 




bindung [%] 


[%J 


B1 ,B1 -Sub-[Sar B26 ]-Des-(B27-B30)- 
insulin-B26-amid Insulindimer 


412 ± 94,8 


1957 + 575 


B1 .Br-Sub-[D-Ala B26 ]-Des-(B27- 
B30)-msulin-B26-amid Insulindimer 


357 ± 53,6 


814 ±184 


B 1 ,B 1 , -Sub-[Glu B26 ]-Des-(B27-B30)- 
insu!in-B26-amid Insulindimer 


176 ±45,8 


817,5 ±224 



10 



15 



20 



Literatur 



25 



I I M.ir\uv*cn. S. I lave I und, P. Kurtzhals, A. A. Andersen, J. Halstram, E. Hassclagcr, U. D. Larscn, U. Ribcl, L. Schaf- 
la K V.* 1. 1 J-tuvNcn. Diabetologia 1996, 39, S. 281-288. 
: I ur. r .iisJiCN latent MPO 383 472 Bl. 

v s i \ M ituclu ii. Phvsiol Rev. 1984. 64, S. 1321. 30 
J \ Sd uiiicr. I) Brandenburg, Hoppe Seyler's Z. Physiol. Chem. 1982, 363, S. 317-330. 

S M \WiUnl. < '. Brandenburg, D. Brandenburg, H. G. Joost, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1990, 87, S. 1154-1158. 

h VI Bremer. M Weil an J. W. Becker, D. Miiller-Wieland, R. Streicher, M. Fabry, H. G. Joost, Molecular Pharmacology 

I'»M. J4. S. 27| 21u. 

7. I Sh*»i-K'c NWadic. N. ('. Jackson, M. Boroujerdi, D. Brandenburg, P. H. Sdnksen, R. H. Jones, Diabetologia 1995, 35 
is N Ii«l7 |U|3 

X M A Turned. R. II. Jones. K. P. Willcy. A. Schuttler. D. Brandenburg. Biochem. J. 1983, 216, S. 687-694. 

Patentanspruche 

40 

I . lfiM;liti.jn.iKi)M. die dadurch gekennzetchnet sind, daB zwei Insulinmolekule an den N-terminalen Aminogrup- 
|vn dci li-Kctic iilxrr cine lincare bifunktionelle Carbonsaure variabler Lange kovalent miteinander verkniipft, im 
( '-Terminus »ler U-Kcllc verkurzt und in Position B26 modifiziert sind [Sequenz 1]. 

T Insiilin.in:il*ii::i nach Anspruch 1 . bei denen die Verkniipfung aus einer verzweigten bifunktionellen Carbonsaure 
variabler Lance hcsichl | Sequenz 2). 45 

3. Instil in analog a nach Anspruch 1. bei denen die Verkniipfung aus einer linearen oder einer verzweigten bifunk- 
lioncllcn Carbonsaure variabler Lange besieht, die Aminosaure in Position B26 variiert wird und C-terminal eine 
( arho\\leruppe vorhanden isi (Sequenz 3]. 

4. Insulinanalo^a nach Anspruch 1, bei denen die Verkniipfung aus einer linearen oder einer verzweigten bifunk- 
lionclkn Carbonsaure variabler liingc besteht, die Aminosaure in Position B26 variiert wird und die C-terminale 50 
Carbosyleruppe aiuidicti isi |Sequcnz4|. 

5. Lin Invh potcnics Insulinanalogon nach Anspruch 1, bei dem die Briicke aus Korksaure besteht und sich in Po- 
sition B2<> SarkoNin-umid bcfindci ISequcnz 5]. 

d. Insulinanaloi:a nach Anspruch 1 . bei denen zwei unterschiedlich modifizierte Insulinmolekiile mittels einer line- 
aren vxlcr einer verzweigten bifunktionellen Carbonsaure variabler Lange asymmetrisch miteinander verkniipft sind 55 
ISequcnz (»|. 

7. liin Insulinanalogon nach Anspruch 1, bei dem zwei Molekiile Des-(B26-B30)-insulin-B26-amid mittels einer 
linearen oder einer verzweigten bifunktionellen Carbonsaure iiber die Positionen Phe Bl und Phe Bl miteinander ver- 
kniipft sind | Sequenz 7|. 

S. Phaniia/euiischc /ubereitungen, dadurch gekennzeichnet, daB sie nehen einem Analogon nach Anspruch 1-7 60 
Zusal/c wie /.inkionen. Phenol, m-Kresol, Glycerin, Puffers ubstanzen und andere Additive enthalten. 

9. Mine Met runic zur Behandlung von Diabeies-Patienten durch Verabreicherung einer pharmazeutischen Zusam- 
mcnstellung einer therapeuiisch clTektivcn Menge eines der nach Anspruch 1-7 beschriebenen Insulinanaloga in 
(Combination mil einem Additiv nach Anspruch 8. 

10. I iine Met node nach Anspruch 9, bei der das Insulinanalogon intramuskular verabreicht wird. 65 

I I . Line Mcthodc nach Anspruch 9, bei der das Insulinanalogon subcutan verabreicht wird. 

12. I tine Mcihode nach Anspruch 9, bei der das Insulinanalogon intravends verabreicht wird. 

1 3. liine Melhcxlc nach Anspruch 9. bei der das Insulinanalogon mil Hilfe einer extemen oder implantierten Pumpe 
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verabreicht wird. 

14. Eine Methode nach Anspruch 9, bei der das Insulinanalogon nasal verabreicht wird. 

15. Eine Methode nach Anspruch 9, bei der das Insulinanalogon nach der Inhalations therapic verabreicht wird. 

16. Diagnosckits auf Basis von Analog a nach Anspruch 1-7. 

5 

Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 
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S qu nz 1 

X = O-Alkyl, O-Aryl, NRR', Aminosaure oder deren Derivat, Alkyl- Oder Arylrest 
R, R' = H, Alkyl- oder Arylrest 
n = 0,1,2,... 

f f 

Gly-lle-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-IU Cys-Ser-Uu-Tyi Gln-Leu-Glu-Asn ryr-Cys ^sn 



(CH 2 )n 



HN Phe-Val-Asn^ln-His-Leu<;ys^ly^er4His4-euAte 



HN— PheA/al-Asn^ln-His^eij^ys-Gly-Se^^ 

s s 

Gly-lle-Val-Glu-Gln-Cp-Cys-Thr-Ser-K-vCyi Ser-I eu-Tyr Gln-Leu-Glu-Asn Tyr-Cys =ksn 



Sequenz 2 

X = O-Alkyl, O-Aryl, NRR', Aminosaure oder deren Derivat, Alkyl- Oder Arylrest 
| R, R' = H,NH 2 , Alkyl- oder Arylrest 

n = 0,1.2,... 

? ? 

Gly-lle-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-GlrvLeu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn 



r 



HN— PheAtel-Asn^ln-His^eu^ys^ly^ 



(CRR'y 



HN— Phe-Val-Asn-G!n^is^eu-Cys^ly-Ser4^ 

Gly^le-Val^lu^ln-CjfsC^ 

S S 
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S qu nz3 

X = Aminosaure oder deren Derivat 
R, R' = H, NH 2 , Alkyl- oder Arylrest 
n = 0,1,2,... 



3 



? f 

Gly-lle-VaWlu^lrvCys-Cys-Thr^r-lle^ys-Ser-Leu-Tyr^lfvLeu^lu-AsnTyr-Cys-Asn 

t r* 

HN— RK>A/a!-Asn^ln-His-Leu<^^ 

o-f 

(CRR> 
I 

MN -Pt^Va^Asn^lrvHis-Leu^ys-Gly-Ser-His^^ 

! k 
? ? 

G^-lte-VaWlu^n^p^ys-Thr-Ser-l^ 
S S 



Sequenz 4 

X = Aminosaure oder deren Derivat 
R, R' = H,NH 2 , Alkyl- oder Arylrest 
n = 0.1,2,... 



Gty^teA/al^lu^ln^ys^ys-Thr-Ser-lle-Cys-^ 

! r 1 

HN~Phe-VakAsn^ln4tfs-Leu-Cys^ly^er-H 
(CRR> 

o={ 

HN Phe-Vai-Asn^ln-His-leu^ys-Qy-Ser^is-le^ 

t s 

Gly-lle-VaWlu^ln^p^ys-Thr-Ser-lte^^ 
S S 
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Sequenz 5 



Gly-lle-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-l.eu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn 
I I 

f I 
HN— F^e-Val-Asn-Gln-His-leu^ys^ty-Se^ 



0= 

HN — PheA/al-Asn-Gln-His-leu^ys-Gly^f4*s-Leu-VaW3to^ 

I I 

f 

Gty-lleA/aWlu^ln-Cjrs<:ys-Thr^er-lte^^^ 
S S 



Sequenz 6 

X, Y = OH, O-Alkyl, O-Aryl, NRR\ Aminosaure oder deren Derivat, 

Alkyl- oder Arylrest 
Rr R' = H r NH 2> Alkyl- oder Arylrest 
n = 0,1,2,... 



Gty-!le-VaWlu^!n<:ys-Cy$-Thr-SeMte^ 

I r 

HN — Phe-Val-Asn-Gtn-His-Leu^ys-Gly-Ser-His4.eu-Val^lu 

(CRR')n 
I 

HN — Phe-Val-Asn^!n-His-Leu^ys^ly-Ser^is^e^ 

S S 
Gty^le-VaUStu^lr^p^ys^ 



002 035/577 



3NSDOCID: <DE_1 9908041 A1J_> 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 
V 



Numm| 
Int. CI. 
Offenlegungstag: 



DE 199 08 041 A1 
C07K 14/62 

31. August 2000 



S qu nz 7 

R. R' = H, NH 2 , Alkyl- Oder Arylrest 
n = 0,1,2,... 



r 



Gly-lle-VaK5lu^ln^ys^ys-Thr-Ser-lle^ys^er^eu-Tyr^ln4.eu-Glu-Asn-Tyr<:ys-Asn 

t r l 

HN Phe-Va!-Asn^ln4iis-Leu-Cys^ty-Ser4His^_eu^ 
(CRR*)n 

HN— Phe-Val-Asn^lr>-HisM.eiK;ys-Gty-Ser+lis<eu-Val^lu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys^ty^lu-Arg-Gly^he-Phe-NH, 

I I 

f f 
Gly-l1e-VaWlu^ln^|rs<;y^ 

S S 
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